
























































学的検索を行った． 実験群は 10 mg，40 mg，80 mg のシロスタゾール含有徐放フィルム群






proliferating cell nuclear antigen(PCNA)抗体を用いて免疫染色を行った．新生内膜にお
ける間葉系細胞の形質を同定するために，抗 α-smooth muscle actin(α-SMA)抗体および




実験開始時，開始後 2 週間，および 4 週間の各時点でシロスタゾール血中濃度を測定
した．ポジティブコントロールとして，シロスタゾール 100 mg を同系ビーグル犬に経口投与





コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg 投与群の I/M ratio はそれ
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コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg 投与群の I/M ratio はそれ
ぞれ，0.43 ± 0.03，0.33 ± 0.03，0.32 ± 0.03，0.27 ± 0.03 であり，コントロール群に比してシロ
スタゾール 80 mg 投与群で有意に低値であった(P<0.05)． 
 
3.  免疫組織染色 
動脈グラフトモデルおよび静脈グラフトモデルにおいて，シロスタゾール徐放フィルム群
でコントロール群と比較し PCNA index， α-SMA 陽性細胞率の有意な低下がみられた．




4.  シロスタゾール血中濃度 
実験開始時，投与後 2 週間および 4 週間後のシロスタゾール血中濃度は，コントロール
群およびシロスタゾール 10 mg 投与群では検出感度限界以下であった．40 mg 投与群で
は，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.006 ± 0.005 μg/ml，4 週間後は検出感度
限界以下であった．80 mg 投与群では，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.019 ± 
0.001 μg/ml，4 週間後は 0.020 ± 0.001 μg/ml であった． 
シロスタゾール 100 mg を経口投与した同系ビーグル犬の内服後 1 時間，3 時間，5 時間，



























































ビーグル犬 (体重 9〜12.5kg，平均 10.5 kg) 合計 20 頭 
・手術材料： 
8-0SurgiproⅡ(Covidien，Tokyo，Japan) 
ポリＬ乳酸カプロラクトン共重合体 (P(LA/CL)) (Corefront Corporation，Tokyo，Japan) 
・試薬等： 
Cilostazol (Wako，Osaka，Japan) 
Mouse anti proliferating cell nuclear antigen antibody (NeoMarkers，CA，USA) 
Mouse anti alpha-actin antibody (Dako，CA，USA) 
Mouse anti desmin antibody (Dako，CA，USA) 
Sheep anti-canine von willebrand factor purified IgG (Cedarlane，Ontario，Canada) 




シロスタゾール徐放フィルムは以下のような方法で作製した．まず，直径 28 mm のシ
ャーレ上で P(LA/CL)(ポリ L乳酸-カプロラクトン共重合体，重合比 1:1)(コアフロント株式会
社，東京)50 mg をクロロホルム(和光純薬工業株式会社，大阪)1 ml に溶解し，クロロホル
ム 1 ml に溶解したシロスタゾール(大塚製薬株式会社，東京)と混合，撹拌後，4℃にて 24
時間乾燥させクロロホルムを揮発させて除去することによりフィルム状とした(図 1)．シロスタ
ゾールの投与量は人経口投与時の用量 200 mg/day をもとに体重による比例配分から 40 





Thiopental sodium 25 mg/kg の静注で麻酔導入を行い，気管内挿管を行い純酸素
にて従量式レスピレーター (EVA 900N，アイカ医科工業，東京)で 1 回換気量 15 





グラフトモデルに使用した．右側大腿静脈を約 1 cm 切除し，これを静脈グラフトとして
使用した．ヘパリン 100 単位/kg を経静脈的に投与した後，右側大腿動脈を遮断し，
8-0SurgiproⅡを用い，大腿動脈に静脈グラフトを連続縫合で端々吻合を行った．この







実験群は 10 mg，40 mg，80 mg のシロスタゾール含有徐放フィルム群の 3 群とフィル
ムを使用せず吻合のみ試行した群(コントロール)の計 4 群とした．各群あたり 5 頭のビーグ






















抗 desmin 抗体を用いて免疫染色を行った．内皮細胞同定のために，抗 von Willebrand
抗体を用いた．免疫染色の negative control はすべて抗マウス IgG 抗体(Dako，CA，USA)
とした．Positive controlは，抗 α-SMA抗体ではヒトの血管平滑筋細胞，抗 PCNA抗体では
ヒトの脾臓，抗 von Willebrand 抗体ではイヌの血管内皮細胞，抗 desmin 抗体ではヒトの胃
平滑筋細胞とした． 
PCNA，α-SMA および desmin の各免疫染色標本から強拡大の無作為の 8 視野より
撮影されたデジタル画像(NIKON COOLSCOPE， 株式会社ニコン，東京)上に系統的無
作為に unbiased counting frame[19]を設定し，陽性および陰性細胞数を計測した．これら
の値から陽性細胞/全細胞数の比を算出し PCNA index，α-SMA および desmin 陽性細胞




２． 内因性 POD 活性阻止（3%H2O2/メタノール），10 分/室温 
３． 蒸留水水洗 
４． PCNA，von Willebrand : オートクレーブ 121℃ 5 分 
α-SMA :トリプシン 37℃ 30 分 
５． PBS 洗浄 5 分×3 回 
６． 10%正常ウサギ血清による非特異的反応阻止 10 分 
７． 1 次抗体 overnight/4℃  
８． PBS 洗浄 5 分×3 回 
９． 2 次抗体 30 分/室温（ビオチン標識抗マウス IgG+IgA+IgM 抗体） 
         von Willecrand のみビオチン標識抗シープ IgG+IgA+IgM 抗体を使用                                     
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１０． PBS 洗浄 5 分×3 回 
１１． ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビシン 30 分/室温 
１２． PBS 洗浄 5 分×3 回 
１３． DAB 発色 
１４． PBS 洗浄  




実験開始時，開始後 2 週間，および 4 週間の各時点でシロスタゾール血中濃度を測
定した．ポジティブコントロールとして，シロスタゾール 100 mg を同系ビーグル犬に経口投


















図 5 は各群の吻合部横断面画像である(EG 染色)．これらの画像を用いて測定した I/M 
ratio の値は表 1 の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg
投与群の I/M ratio はそれぞれ，0.31 ± 0.03，0.15 ± 0.03，0.11 ± 0.03，0.12 ± 0.03 であり，
コントロール群に比してシロスタゾール群で有意に低値であった(P<0.05，図 6)．10 mg 投
与群と 40 mg 投与群の I/M ratio の比較では 40 mg 投与群で陽性細胞率は低下傾向がみ
られたが，80 mg 投与群では 40 mg 投与群に比して軽度増加した．投与群間で有意差は
なかった． 
b) 静脈グラフトモデル 
図 7 は各群の吻合部横断面画像である(EG 染色)．これらの画像を用いて測定した I/M 
ratio の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg
投与群の I/M ratio はそれぞれ，0.43 ± 0.03，0.33 ± 0.03，0.32 ± 0.03，0.27 ± 0.03 であり，
コントロール群に比して 80 mg 投与群で有意に低値であった(P<0.05，図 8)．  
 
3．免疫組織学的検討 
a ) PCNA 免疫染色 
図 9 は動脈グラフトモデルにおける各群の PCNA 免疫染色画像である．これらの画像を
用いて得たPCNA indexの値は表 1の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 mg，
40 mg および 80 mg 投与群の PCNA index はそれぞれ，0.46 ± 0.02，0.34 ± 0.02，0.29 ± 
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0.02，0.30 ± 0.03 であり，シロスタゾール投与群の値は，コントロール群に比して有意に低
値であった (P<0.05，図 10)．投与群間で有意差はなかった． 
図 11 は静脈グラフトモデルにおける各群の PCNA 免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た PCNA index の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 
mg，40 mg および 80 mg 投与群の PCNA index はそれぞれ，0.45 ± 0.01，0.38 ± 0.02，0.38 
± 0.02，0.35 ± 0.02 であり，シロスタゾール投与群の値は，コントロール群に比して有意に
低値であった (P<0.05，図 12)．投与群間で有意差はなかった． 
b) α-SMA 免疫染色 
図 13 は動脈グラフトモデルにおける各群の α-SMA免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た α-SMA 陽性細胞率の値は表 1 の様であった．コントロール群，シロスタゾー
ル 10 mg，40 mgおよび 80 mg投与群のα-SMA 陽性細胞率はそれぞれ，0.71 ± 0.01，0.59 
± 0.02，0.45 ± 0.02，0.50 ± 0.02 であり，シロスタゾール投与群の α-SMA 陽性細胞率は，コ
ントロール群に比して有意に低下していた(P<0.05，図 14)．投与群間で有意差はなかっ
た． 
図 15 は静脈グラフトモデルにおける各群の α-SMA免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た α-SMA 陽性細胞率の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾー
ル 10 mg，40 mgおよび 80 mg投与群のα-SMA 陽性細胞率はそれぞれ，0.77 ± 0.01，0.47 
± 0.01，0.40 ± 0.02，0.36 ± 0.02 であり，シロスタゾール投与群の α-SMA 陽性細胞率は，コ
ントロール群に比して有意に低下していた(P<0.05，図 16)．投与群間で有意差はなかっ
た． 
c) Desmin 免疫染色 
 図 17 は動脈グラフトモデルにおける各群の desmin 免疫染色画像である．これらの画
像を用いて得た desmin 陽性細胞率の値は表 1 の様であった．コントロール群，シロスタゾ
ール 10 mg 群，40 mg，80 mg 投与群の desmin 陽性細胞率はそれぞれ，0.15 ± 0.01，0.15 
± 0.02，0.20 ± 0.02，0.04 ± 0.02 であり，シロスタゾール 80 mg 投与群の desmin 陽性細胞
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率はコントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg 投与群の desmin 陽性細胞率に比して
有意に低値であった (P<0.05，図 18)． 
図 19 は静脈グラフトモデルにおける各群の desmin 免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た desmin 陽性細胞率の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾー
ル 10 mg 群，40 mg，80 mg 投与群の desmin 陽性細胞率はそれぞれ，0.35 ± 0.02，0.34 ± 
0.02，0.38 ± 0.02，0.38 ± 0.02 であり，コントロール群と比較しシロスタゾール投与群で有意
な変化を認めなかった(図 20)． 
d) von Willebrand 免疫染色 
 動脈グラフトモデル，静脈グラフトモデルの全ての群で von Willebrand 抗体に染色する
内皮細胞が確認された（図 21，図 22）． 
 
4．シロスタゾール血中濃度 
 実験開始時，投与後 2 週間および 4 週間後のシロスタゾール血中濃度は，コントロール
群およびシロスタゾール 10 mg 投与群では検出感度限界以下であった．40 mg 投与群で
は，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.006 ± 0.005 μg/ml，4 週間後は検出感度
限界以下であった．80 mg 投与群では，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.019 ± 
0.001 μg/ml，4 週間後は 0.020 ± 0.001 μg/ml であった． 
 シロスタゾール 100 mg を経口投与した同系ビーグル犬の内服後 1 時間，3 時間，5 時間，













われの実験結果は，山本ら[15]のラットの静脈吻合モデルへのシロスタゾール 20 mg 含有
ゲルの単回局所投与の実験結果や，工藤ら[16]のビーグル犬の静脈吻合モデルに対し
シロスタゾール(60mg/kg/day)の経口投与を行った実験結果と概ね一致していた．シロスタ
ゾールの投与量は今回，人経口投与時の用量 200 mg/day をもとに体重による比例配分
から 40 mg を基本とし，他実験での投与量を参考とし 10 mg および 80 mg の 3 種類のフィ
ルムを作製し，その用量効果についても検討を行った．今回の実験で，シロスタゾール局
所徐放投与により，吻合部の内膜肥厚が軽減されることが明らかとなったが，動脈吻合モ
デルにおいては 10 mg，40 mg，80 mg の間では用量依存的な結果は得られなかった．ま







与群で PCNA index と α-SMA陽性細胞率の有意な低下がみられた．また，desmin 陽性細
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と報告されている[22, 23]．今回の実験では，動脈吻合モデルの 80 mg 投与群において
desmin 陽性細胞率の有意な低下と，I/M ratio の軽度の増加傾向がみられた．Johnson ら
[22]および Vukovic ら[23]は，desmin が内膜肥厚に寄与することが少ない収縮型筋線維





さらに動脈吻合モデルの 80 mg 投与群で観察された I/M ratio の軽度の増加傾向は 10 
mgおよび 40 mg投与群との間には有意差はなく，またコントロール群との間の有意性は保
持されており，依然この投与量が新生内膜形成の抑制に有効であるとの印象もある．しか
し，免疫染色による検討ではこの投与群では有意な desmin 陽性細胞の減少と PCNA 
index および α-SMA 陽性細胞率の軽度の増加傾向をともなっており，内膜細胞増殖およ
び合成型筋線維芽細胞の増加傾向という新生内膜形成の前駆的状態である可能性が考
えられた．すなわち，シロスタゾールの投与量は動脈吻合モデルにおいては 10 mg および





cAMP 分解を特異的に阻害することによって cAMP 濃度を上昇させることが知られており，
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cAMP の上昇は動脈中膜平滑筋細胞の増殖と中膜から内膜への遊走を抑制すると報告
されている[25-27]．Newman ら[25]は，cAMP が IL-6 産生を抑制することにより，血管平滑
筋細胞の遊走を抑制したと報告した．Indolfi ら[26]は，cAMP 依存性プロテインキナーゼ
の活性化がラット総頸動脈バルーン障害モデルにおける新生内膜形成を抑制したと報告








用いて 0.006-0.02 μg/ml であった．シロスタゾール 20 mg 含有ゲルを用いたわれわれ以外
の実験でも投与後 14 日， 28 日の時点で 0.01 μg/ml 未満，0.02 μg/ml 未満と採用されたア
ッセイ法の検出感度以下であり，われわれの今回の結果とほぼ一致していた．シロスタゾ
ール徐放フィルム投与後の血中濃度は測定した時点での最も高い時期で 0.02 μg/ml であ
り，100 mg 経口投与後の最高値 0.57 μg/ml と比較すると約 1/30 であり，出血傾向の発現
や頻脈などの全身投与の場合の合併症や副作用を減少させることができるものと期待さ
れた．また，今回作製したフィルムは徐放作用を有し，80 mg 投与群では投与後 4 週間の
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図 1  シロスタゾール含有 P(LA/CL)徐放フィルム． 
直径 28 mm で円形薄膜状となっている． 
 
図 2 静脈および動脈グラフトモデル作製図 
 
図 3  (A)イヌ大腿静脈吻合モデル，(B)吻合部へのフィルムの巻きつけ 
        矢印は吻合部を示し，▲は徐放フィルムを示す． 
 
図 4  (A)イヌ大腿動脈吻合モデル，(B)吻合部へのフィルムの巻きつけ 
        矢印は吻合部を示し，▲は徐放フィルムを示す． 
 




(B)Unbiased counting frame 上での細胞数計測の例．写真のように設定されたフレー
ムにより 2 個の desmin 陽性細胞(矢印)がカウントされている．実際に計測した 1 つの
フレームの面積は 0.008 mm2 であり，1 視野に 7 個設定した． 
 
図 6 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部横断面画像(Elastica-Goldner 変法(EG)染色) 
        (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群で新生内膜肥厚の抑制がみられた． 
 
図 7 I/M ratio(動脈吻合モデル) 
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    吻合部の新生内膜と中膜の面積比を示す．I/M ratio はシロスタゾール投与群で有意
に低値であった(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差はなかった． 
 
図 8 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部横断面画像(Elastica-Goldner 変法(EG)染色) 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群で新生内膜肥厚の抑制がみられた． 
 
図 9 I/M ratio(静脈吻合モデル) 
    吻合部の新生内膜と中膜の面積比を示す．I/M ratio はシロスタゾール 80 mg 群で有
意に低値であった(*P<0.05)．  
 
図 10 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部の PCNA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群で PCNA 陽性細胞数の減少がみら
れた． 
 
図 11 PCNA index(動脈吻合モデル) 
  PCNA index を示す．PCNA index はシロスタゾール投与群で有意に低値であった
(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差はなかった． 
 
図 12 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部の PCNA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：




図 13 PCNA index(静脈吻合モデル) 




図 14 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部のα-SMA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群でα-SMA陽性細胞数の減少がみら
れた． 
 
図 15 α-SMA 陽性細胞率(動脈吻合モデル) 
   α-SMA 陽性細胞率を示す．α-SMA 陽性細胞率はシロスタゾール投与群で有意に低
値であった(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差がなかった． 
 
図 16 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部のα-SMA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群でα-SMA陽性細胞数の減少がみら
れた． 
 
図 17 α-SMA 陽性細胞率(静脈吻合モデル) 
   α-SMA 陽性細胞率を示す．α-SMA 陽性細胞率はシロスタゾール投与群で有意に低
値であった(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差がなかった． 
 
図 18 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部の desmin 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
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シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール 80 mg 投与群では他群に比して desmin 陽
性細胞数の減少がみられた． 
 
図 19 Desmin 陽性細胞率(動脈吻合モデル) 
    Desmin 陽性細胞率を示す．desmin 陽性細胞率はシロスタゾール 80 mg 投与群でコ
ントロール群，シロスタゾール 10 mg群およびシロスタゾール 40 mg群に比して有意に
低値であった(*P<0.05)． 
 
図 20 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部の desmin 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群． 
  
図 21 Desmin 陽性細胞率(静脈吻合モデル) 
  Desmin 陽性細胞率を示す．desmin 陽性細胞率は 4 群間で有意差を認めなかった． 
 
図 22 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部の von Willebrand 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群． 
 
図 23 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部の von Willebrand 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群． 
 
 
表 1 術後 4 週間時点での動脈吻合部の I/M ratio，PCNA index， 
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α-SMA 陽性細胞率，Desmin 陽性細胞率 
 
表 2 術後 4 週間時点での静脈吻合部の I/M ratio，PCNA index， 
α-SMA 陽性細胞率，Desmin 陽性細胞率 
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